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Resumen 
 
En los últimos años, un número de Flavivirus que se replican solamente en artrópodos 
se ha descubierto y caracterizado. En esta tesis, se describe el aislamiento y 
caracterización molecular de un nuevo Flavivirus únicamente de mosquito, aislado de 
Culex (Melanoconion) occossa colectados el 2009 de un área urbana de Iquitos, Perú, 
ubicada en la cuenca del Amazonas, en la región noreste del Perú. La evidencia del 
Flavivirus fue detectada mediante ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en 
sobrenadante de cultivo celular de las células infectadas C6/36 usando anticuerpos 
policlonales grupo de Flavivirus y confirmada por RT-PCR. En comparación por pares 
de las secuencias de la región ENV, la más alta de nucleótidos (47,4%) y de 
aminoácidos (39,8%) la identidad se observó con el virus Nounané (NOUV). En 
comparación por pares de la región NS5, la identidad de nucleótidos más alta se 
observó con el virus Spondweni (65,9%), el virus de Iguape (IGUV; 65,7%) y el virus de 
Kedougou (65,6%); sin embargo, en el nivel de aminoácidos, la más alta identidad en 
pares de bases  se observó con IGUV (69,8%), virus Naranjal (69,6%) y el virus 
Bussuquara (69,3%). El análisis filogenético utilizando ENV parcial y secuencias de 
aminoácidos NS5 reveló que este Flavivirus forma un clado con NOUV. Para investigar 
la gama de huéspedes del nuevo Flavivirus, se inocularon una variedad de células de 
mamíferos (Vero 76, Vero E6, BHK, LLCMK y MDCK) con el  tercer pasaje del 
aislamiento C6/36 y monitoreamos el efecto citopático (EC). No se detectó EC, y todas 
las líneas de células de mamífero fueron negativas para el antígeno Flavivirus por IFI y 
ARN Flavivirus por RT-PCR luego de catorce días de incubación. Proponemos que 
este Flavivirus genéticamente diferente sea llamado Nanay Virus (NANV), debido de la 
zona de Iquitos, Perú, donde fue detectado por primera vez. 
Palabras clave: ARN, RT-PCR, IFI, Vero, BHK, LLCMK, MDCK. 
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Abstract 
In recent years, a number of Flaviviruses that replicate only in arthropods have been 
discovered and characterized. Herein, we describe the isolation and molecular 
characterization of a novel mosquito-only Flavivirus. The novel Flavivirus was isolated 
from Culex (Melanoconion) occossa mosquitoes collected in 2009 from an urban area 
of Iquitos, Peru, located in the Amazon basin in the northeastern region of the country. 
Evidence for a Flavivirus was detected by indirect immunofluorescent assay (IFA) in cell 
culture supernatant of infected C6/36 cells using polyclonal Flavivirus group antibodies 
and confirmed by RT-PCR. In pairwise comparison of the ENV region sequences, the 
highest nucleotide (47.4%) and amino acid (39.8%) identity was observed with Nounané 
virus (NOUV). In pairwise comparison of the NS5 region, the highest nucleotide identity 
was observed with Spondweni virus (65.9%), Iguape virus (IGUV; 65.7%) and 
Kedougou virus (65.6%); however, at the amino acid level, the highest pairwise identity 
was observed with IGUV (69.8%), Naranjal virus (69.6%) and Bussuquara virus 
(69.3%). Phylogenetic analysis using partial ENV and NS5 amino acid sequences 
revealed this Flavivirus forms a clade with NOUV. To investigate the host range of the 
novel Flavivirus, we inoculated a variety of mammalian cells (Vero 76, Vero E6, BHK, 
LLCMK, and MDCK) with pools of third passage C6/36 isolates and monitored for 
cytopathic effect (CPE). No CPE was detected, and all mammalian cells lines were 
negative for Flavivirus antigen by IFA and Flavivirus RNA by RT-PCR following fourteen 
days of incubation. We propose that this genetically distinct Flavivirus be named Nanay 
Virus (NANV), after the zone of Iquitos, Peru, where it was first detected. 
Keywords: ARN, RT-PCR, IFI, Vero, BHK, LLCMK, MDCK. 
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I  INTRODUCCION  
 
1.1. Situación Problemática 
Numerosos vectores  portadores de patógenos para animales y humanos se 
encuentran circulando en la ciudad de Iquitos. El vector recibe el patógeno de un 
portador infectado (animal o humano) y es transmitido a un portador directo 
(humano) o intermediario (animal), en esta cadena de infección sigue siendo una 
problemática su reporte e identificación oportuna. 
Varios países están alertados por la fácil transmisión de los virus, debido al 
incremento de la población y a la facilidad de medios de transporte, lo que hace 
una fácil propagación.  El Peru, no escapa de esta problemática, de los cuales, 
muchos esfuerzos para combatir este tema están siendo lentamente superados, 
pero falta la cooperación e integración de la comunidad y las autoridades de salud 
(BBC, 2016). 
1.2. Formulación del problema  
¿Cómo caracterizar el nuevo Flavivirus aislado de Culex (Melanoconion) ocossa de 
Iquitos, Perú? 
 
1.3. Justificación Teórica  
 
Basados en trabajos realizados teóricamente,  los cuales sugirieron la existencia de 
más de 2000 flavivirus desconocidos transmitidos por mosquitos, los cuales aún 
están siendo investigados y apareciendo nuevos reportes en diferentes partes del 
mundo (Cook, 2009). La presente  tesis permitió clasificar  in vitro e in sílico el 
nuevo virus aislado,  aportando con la identificación de los flavivirus aún 
desconocidos. 
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1.4. Justificación Practica 
La justificación de esta tesis fue demostrar la presencia de un Flavivirus  circulando 
en zona  urbana de la ciudad de Iquitos, que está involucrado con la replicación 
viral en la línea celular C6/36 (Aedes albopictus) y la ausencia de efecto citopatico 
en la línea celular Vero 76. La identificación de este virus recopila un nuevo reporte 
de un aislamiento viral a partir de un mosquito en la zona urbana y el aporte a la 
comunidad científica al analizar su impacto en la salud pública, representando con 
ello una investigación de elevada relevancia social y epidemiológica (Cabezas, 
2005; Yabar, 2002). 
 
1.5. OBJETIVOS 
1.5.1. Objetivo general 
 
Caracterizar un nuevo Flavivirus aislado de Culex (Melanoconion) ocossa de Iquitos, 
Perú 
 
1.5.2. Objetivos específicos 
1. Realizar la clasificación molecular del nuevo virus dentro de la familia Flavivirus 
2. Evaluar el comportamiento morfológico del nuevo Flavivirus en líneas celulares  
in vitro 
3. Identificar positividad en los sobrenadantes de los cultivos celulares 
4. Determinar si el Culex (Melanoconion) ocossa de la ciudad Iquitos puede ser 
vector del nuevo Flavivirus 
 
 
 
 
 
3 
 
 
II  MARCO TEORICO 
 
2.1. Marco epistemológico 
 
El género Flavivirus, contiene cerca de  70 virus de los cuales 14 causan enfermedad al 
humano. Este género representa un modelo único para el estudio de la evolución de las 
enfermedades transmitidas por vectores, ya que incluye los virus que son transmitidas 
por mosquitos, garrapatas o no tienen vectores conocidos. Estudios teóricos y trabajos 
de campo sugieren la existencia de un gran número de Flavivirus no descubiertos 
(Cook et al., 2009) 
 
 
2.2. Antecedentes  
 
La mayoría de los Flavivirus reportados hasta la fecha se conocen como agentes 
patógenos causantes de encefalitis o fiebre hemorrágica en los vertebrados y son 
transmitidos por artrópodos hematófagos, para un ciclo de vida de éxito, los Flavivirus 
deben ser capaces de vivir y replicarse tanto en el huésped vertebrado y el artrópodo 
vector hematófago como los mosquitos y las garrapatas. Solamente los mosquitos 
hembra transmiten los Flavivirus, ya que sólo ellas necesitan alimentarse de sangre 
para producir progenie. Por otro lado, existe un grupo denominado "vector no-
conocido”, solo con aislamientos en  hospederos vertebrados. Varios de estos grupos 
son originados por una evolución divergente implicada a la adaptación entre el 
huésped, vector y la ecología (Hoshino et al., 2007). 
Los Flavivirus transmitidos por mosquitos comprenden el grupo más numeroso y se 
dividen en dos grupos: Aedes y Culex. Estos dos grupos causan diferentes síntomas 
(Fiebres hemorrágicas y encefalitis, respectivamente)  (Gaunt, Sall, Lamballerie, 
Falconar, Dzhivanian y Gould, 2011; Gould, 2002). Las investigaciones aún no definen 
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cual es el grupo más divergente de los 3 en mención (transmitidos por mosquitos, 
garrapatas o “vector no-conocido”) (Cook y Holmes, 2006). 
 
La presencia de reacción cruzada en anticuerpos de Flavivirus de sueros humanos 
crea dos problemas de salud pública sobre la infección secundaria con Flavivirus 
heterólogos. En primer lugar, el serodiagnóstico de Flavivirus por infecciones 
secundarias, especialmente en áreas con múltiples co-circulaciónes de Flavivirus, 
puede ser particularmente difícil debido a la incapacidad para diferenciar anticuerpos 
de reacción cruzada provocados por infecciones primarias que fueron provocados por 
infecciones secundarias, utilizando los antígenos virales disponibles actualmente. Por 
lo tanto, la identificación del virus infectante, o bien no se puede obtener o demora. 
Además, la presencia de niveles de Flavivirus sub-neutralizantes de anticuerpos 
séricos de reacción cruzada puede resultar aumento de la gravedad de las infecciones 
por Flavivirus secundario. Por ejemplo, la infección del virus del Dengue causa 
típicamente una enfermedad febril auto limitada conocida como fiebre del dengue (Crill, 
Jen y Chang, 2004). La incidencia de las epidemias de dengue se ha incrementado 
dramáticamente en las últimas décadas, con millones de casos anualmente (DGE, 
2015; OMS, 2016). Por otra parte, hay una forma más severa a la enfermedad, la fiebre 
hemorrágica del dengue, resulta del riesgo asociado con las infecciones secuenciales 
por heterólogo de serotipos del Dengue (Crill, Jen y Chang, 2004). 
Entre los flavivirus más virulentos se encuentran el virus de fiebre amarilla, el virus del 
Dengue (serotipos 1, 2, 3 y 4), el virus de encefalitis japonesa, el virus del Nilo 
occidental. El virus del Dengue se extiende por 100 países, y más de 2,5 millones de 
personas viven en zonas donde el Dengue es endémico. En casi la misma manera, el 
virus de fiebre amarilla afecta a más de 200.000 personas al año, con una tasa de 
mortalidad de alrededor del 20% (Junglen et al., 2009), estos virus son clasificados 
como emergentes y re-emergentes por el aumento de la incidencia y su distribución 
geográfica (Cabezas, 2015). En la actualidad, el virus de Zika es asociado con los 
casos de microcefalia y complicaciones neurológicas. Los reportes de este virus se dan 
en 26 países del mundo y en Latinoamérica (Tang et al, 2016). El virus de Zika fue 
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aislado por primera vez de monos rhesus centinelas en el bosque de Zika cerca al lago 
Victoria en Uganda en el año 1947. A164os posteriores, fueron reportados casos en  
varios países (Senegal, 1984; Nigeria, 1968, Malasia, 1966; Micronesia, 2007; 
Cambodia, 2010). El virus del Zika presenta dos cepas muy características, la africana 
y la asiática, esta ultima la que circula en Latinoamérica en la actualidad (Haddow et al, 
2012). 
En años recientes, muchos nuevos Flavivirus han sido descubiertos, como el virus de 
Ngoye, virus de Nuevo Mapoon, al virus del Rio Kamiti y virus agente de fusión celular, 
esto indica una heterogeneidad mucho mayor entre los flavivirus de lo que se pensaba 
y sugiere que existe un gran número de flavivirus distantes muy relacionados (Junglen 
et al, 2009). 
 
Varias características hacen a los Flavivirus  interesantes e importantes como modelos 
para el estudio de la fusión de membranas virales. Los flavivirus muestran la 
maquinaria de fusión más rápida y eficiente de todos los virus con envoltura analizados 
hasta la fecha, lo que probablemente están relacionados con su estructura de envoltura 
peculiar de superficie lisa, a diferencia de la superficie de otros virus con envoltura. Tal 
conocimiento puede conducir al diseño específico de agentes antivirales, que todavía 
no están disponibles para el tratamiento de enfermedades inducidas por Flavivirus 
(Stiasny y Heinz, 2006). 
 
 
Los Flavivirus de insectos (“sin clasificación”), son aquéllos sin asociación reconocida 
con vertebrados, han sido aislados de una variedad de especies de mosquitos y de 
líneas celulares de mosquitos. Estos Flavivirus de insectos no parecen infectar las 
células de vertebrados y no están asociadas con ninguna infección humana o animal. 
El estado actual de estos grupos puede ser explicado por la evolución divergente que 
implica la adaptación al huésped, el vector, y la ecología asociada (Kuno, 2007). Entre 
estos Flavivirus, algunos han sido aislados de mosquitos o de líneas celulares de 
mosquitos, por  ejemplo, el virus  agente de fusión celular  (CFAV) que fue descubierto 
por primera vez hace más de 30 años durante los estudios de laboratorio, el virus del 
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rio Kamití (KRV), el virus Culex Flavivirus (CxFV) ha sido aislado y caracterizado de 
mosquitos Culex en Japón, Guatemala, México, Uganda, EE.UU. y Trinidad y Tobago 
(Cook et al, 2009; Farfan-Ale et al, 2009, 2010; Hoshino et al, 2007; Kim et al, 2009; 
Morales-Betoulle et al, 2008), el virus Nounané (NOUV) y el virus Lammi (LAMV); 
(Crabtree et al, 2003; Cook et al, 2006; Cook et al, 2009; Junglen et al, 2009; Huhtamo 
et al, 2009). Además, el virus Quang Binh (QBV) aislados de Cx. tritaeniorhynchus en 
Vietnam (Crabtree et al, 2009) y el virus Nakiwogo (NAKV) aislado de mosquitos 
Mansonia africana nigerrima de Uganda (Cook et al, 2009). 
CFAV es un Flavivirus aislado originalmente de una línea celular establecida de Aedes 
aegypti y se clasifica como un "Flavivirus de insectos" que se propaga sólo en células 
de mosquito pero no en células de mamíferos (Cammisa-Parks et al, 1992). 
 
Los estudios teóricos han estimado la existencia de más de 2000 Flavivirus 
transmitidos por mosquitos no descubiertos y la diversidad de secuencias parecen 
estar relacionados con los Flavivirus “específicos de insectos”. ARN de Flavivirus 
también han sido recientemente descubiertos en Flebótomos de Argelia. Sin embargo, 
en muchos casos, no se ha realizado la identificación molecular de las especies de 
mosquitos, los análisis muestras individuales o grupales y aislamientos en cultivos 
celulares. (Cook et al, 2012). 
 
Esto es importante porque los resultados pueden ser confundidos por secuencias de 
ADN relacionadas con Flavivirus que se han descubierto en los genomas de Stegomyia 
aegypti y Stegomyia albopicta. Estas secuencias probablemente son resultado de 
eventos de integración después de la infección de cada especie de mosquito por un 
virus o relacionadas con el grupo CFAV (Crochu et al, 2004). 
 
 
En América del Sur, hasta mediados de la década de 1970, los dos Flavivirus 
neurotrópicos habían sido el virus de la encefalitis de San Luis (VESL) y el virus Ilheus 
(ILHV). Sin embargo, a diferencia de América del Norte, una epidemia de encefalitis en 
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humanos por el VESL en América del Sur no se registró durante muchos años hasta el 
primer brote en Argentina 2005, a pesar de los registros acumulados de aislamiento del 
virus de los mosquitos y huéspedes vertebrados en todo el continente. En cuanto al 
otro virus, (ILHV), la infección humana era esporádica y el desarrollo de las 
manifestaciones neurotrópicas ha sido aún más infrecuente. Así, la súbita aparición de 
un brote de encefalitis causada por un Flavivirus en 1974-75 en Brasil fue inesperado 
(Medeiros et al, 2007) 
En el Perú, el Flavivirus más conocido es el Dengue. Se han reportado casos de 
dengue clásico por los serotipos 1 y 2 desde 1953 principalmente en zonas de selva 
alta, baja y costa norte del país (Yabar, 2003). El dengue es un problema de salud 
ṕblica en ́reas tropicales del mundo. En la región de las Américas el patrón es similar 
a la situación que se observó́ en Asia hace 30 ãos, siendo actualmente el dengue la 
enfermedad viral transmitida por mosquitos, ḿs importante que afecta a los seres 
humanos. El Aedes aegypti, vector del virus dengue, se encuentra en casi cien países 
tropicales y se calcula que 2,5 billones de personas habitan en áreas donde existe el 
riesgo de transmisión de la epidemia (Cabezas, 2005). Por otro lado, los casos del virus 
de Fiebre Amarilla han sido confirmados desde los ãos 70. En 2011, los casos 
experimentaron un draḿtico aumento, llegando a reportarse 23542 casos, de las 
cuales 25 casos llegaron a ser con defunción. En el 2015, hubieron 4170 casos 
confirmados de los cuales 16 fueron casos mortales, mostrando una una disminución 
favorable de casos confirmados en los ́ltimos ãos (DGE, 2016). 
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2.3. Bases teóricas 
 
Los Flavivirus son virus con envoltura, esféricos, aproximadamente 50 nm de diámetro. 
Las proteínas de la superficie están dispuestas en una simetría icosaédrica-similares. 
Viriones maduros contienen dos proteínas de membrana codificadas por virus (M y E), 
mientras que los viriones inmaduros contienen un precursor de proteína de membrana 
(Zhang et al, 2003).  
La entrada de los virus envueltos en células implica la unión a receptores y fusión de la 
membrana viral con la membrana celular. Ambos procesos son controlados por las 
glicoproteínas de superficie viral. Las proteínas que median la fusión poseen elementos 
estructurales que interactúan con los lípidos en la membrana diana, y en algunos 
casos, lípidos específicos han participado en estos procesos. La naturaleza y 
especificidad de estas interacciones proteína-lípido están siendo menos conocidas que 
los de receptor de la proteína mediada por la unión (Stiasny, 2003). 
 
Las proteínas de fusión viral se han dividido en dos clases: Clase I,  proteínas con 
puntas homotriméricas que se sintetizan como precursores y requieren escisión 
proteolítica para su activación, las cuales contienen un amino-terminal o péptidos de 
fusión amino-proximal y forman una bobina en estructura espiral post-fusion. Tales 
proteínas están presentes en ortomixovirus, paramixovirus, retrovirus, y filovirus  
(Weissenhorn et al, 1999). Clase II: comprenden proteínas de fusión viral de Flavivirus 
(proteína E) y Alfavirus (Proteína E1), no son proyecciones puntiagudas, pero son, en 
cambio, orientado paralelamente a la membrana viral y forman una icosaédrica de la 
red en la envoltura viral. Ellos no parecen tener la propensión para formar bobinas 
enrolladas alfa-helicoidales, no se divide proteolíticamente pero requiere la separación 
de  segundos, para la activación de la proteína accesoria, tienen péptidos de fusión 
internos, ambos requieren un pH bajo para la fusión, y de manera irreversible formar 
trímeros a un pH bajo después de la disociación de la nativa complejos de proteínas 
homo o heterodímeros (Heinz  y  Allison, 2000; Heinz  y  Allison, 2001). 
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2.3.1. Membrana 
 
La infección de células por virus envueltos requiere una etapa en la que la membrana 
viral se fusiona con una membrana celular. Este proceso tiene una doble función, es 
decir, la liberación de la nucleocápside viral de su sobre protector y la transferencia de 
la información genética viral en un compartimiento intracelular donde los eventos de 
replicación temprana pueden ser iniciados. La fusión de las dos membranas no se 
produce de forma espontánea, sino que requiere la acción de las proteínas de fusión 
viral específicos o complejos de proteína de fusión. Estos existen en conformaciones 
meta estables en la superficie de viriones maduros preparado para someterse a 
grandes cambios estructurales que impulsan el proceso de fusión. Para que se 
produzca la fusión en el momento adecuado y en el lugar correcto. Se han identificado 
dos tipos: interacciones con receptores celulares y / o co-receptores, resultando en la 
fusión en la membrana plasmática o el pH ácido en los endosomas después que el 
virus es absorbido por endocitosis mediada por receptor, resultando en fusión desde 
dentro de los endosomas (por ejemplo, virus de la gripe, Alfavirus y Flavivirus) (Stiasny, 
2006). 
 
 
 
2.3.2. Proteínas 
 
En los Flavivirus el genoma del virión tiene un tamaño de aproximadamente 11Kb y 
codifica para una simple poliproteína, la cual sufre diversos procesos de corte para 
generar proteínas virales individuales. Las tres proteínas estructurales (C, M y E) 
(Figura 1) están localizadas en el extremo aminoterminal, mientras que las proteínas no 
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,  NS5) están en el extremo 
carboxilo de la poliproteína (Figura 2). El genoma de ARN de todos los Flavivirus, tiene 
por característica presentar un cap (capucha) en su extremo 5' y carecer de un tracto 
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poliadenilado en su extremo 3'. Presenta además un marco de lectura abierto (ORF: 
Open read frame por sus siglas en inglés) que varía en tamaño de acuerdo con cada 
virus (Cabezas, 2005; Dong et al., 2014; Hoshino et al., 2007; Huhtamo et al., 2009; 
Kuno et al., 1998). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.  Esquema de la estructura de los Flavivirus (Fuente; Cabezas, 2005)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. RNA de un Flavivirus y representación de los genes que traducen proteínas 
estructurales y no estructurales (Fuente; Cabezas, 2005)  
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2.3.3. Replicación 
 
El virus se adhiere a los receptores de acogida en la célula diana y entra por un 
proceso de endocitosis a la célula huésped. Hay fusión de la membrana del virus con la 
membrana de la vesícula y el genoma de  Ácido Ribonucleico (ARN) se libera en el 
citoplasma (Dong et al., 2014). El genoma del virus es idéntico a las moléculas de 
Ácido Ribonucleico mensajero (ARNm) de la célula en todos sus aspectos excepto en 
la ausencia de cola poli-A. De este modo el virus puede explotar el aparato celular para 
sintetizar sus propias proteínas, tanto estructurales como no estructurales (Montes, 
2001). 
 
El ribosoma celular es crucial en la replicación de los Flavivirus al traducir el ARN vírico 
de manera similar al ARNm celular, dando como resultado la síntesis de una sola 
poliproteína. La replicación de los flavivirus se lleva a cabo en el citoplasma, en la 
superficie del retículo endoplasmático (Montes, 2001). 
 
En primer lugar, el virus fabrica una copia completa del genoma complementaria, de 
sentido negativo. Este genoma complementario sirve como un filamento de molde o 
plantilla para la replicación y formación de ARN de sentido positivo. Se ha demostrado 
que para que los virus Flaviviridae puedan replicar con éxito, deben tener regiones 
complementarias obligatorias para ambas regiones 3´ y 5′ del genoma que permiten la 
ciclación del genoma. El ssRNA genómico de sentido positivo se une a los ribosomas y 
se traduce en una poliproteína, que se escinde por lo menos en diez proteínas más 
pequeñas (Leyssen et al., 2002). La poliproteína posee propiedades autocatalíticas que 
automáticamente libera el primer péptido, un enzima específico del virus. Este enzima 
es capaz de segmentar el resto de la proteína en péptidos individuales; uno de ellos es 
una polimerasa responsable de la síntesis de una molécula de ARN (-), la cual actúa de 
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molde para la síntesis del genoma de los virus hijos. Una cuarta parte de la poli-
proteína se compone de proteínas estructurales, mientras que las otras tres cuartas 
partes son proteínas no estructurales. El ensamblaje del virus se produce en el retículo 
endoplásmico. Los brotes del virión en el retículo endoplásmico se transporta al aparato 
de Golgi, y después brotan de la membrana celular (Chambers et al, 1990; Montes, 
2001) 
 
 
2.3.4. Transmisión 
 
Un vector artrópodo se infecta con el virus después de picar un huésped vertebrado 
infectado, si el título del virus en la sangre del huésped es lo suficientemente alta puede 
transmitir el virus (Velandia y Castellanos 2011). 
El virus infecta el vector artrópodo, replicando en el intestino del artrópodo. Después, el 
virus se disemina a otros órganos, y en particular las glándulas salivales, una vez que 
el virus está en las glándulas salivales, el vector artrópodo infectado es capaz de 
transmitir el virus a un huésped vertebrado. Los seres humanos son generalmente 
hospedadores finales porque el virus es incapaz de replicarse para crear un título 
elevado lo suficiente como para volver a infectar otro vector; los huespedes de más 
éxito para la replicación del virus son los monos, murciélagos, aves y algunos animales 
domésticos (Benjelloun, El Harrak y Belkadi, 2015; Watts y Eldridge, 1975). 
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2.3.5. Infecciones y tratamiento 
 
Infecciones graves por Flavivirus se caracterizan principalmente por encefalitis o 
síntomas hemorrágicos, de las cuales presentan dolor de cabeza, fiebre, malestares, 
nauseas, vómitos y dolor muscular por lo general (OMS, 2016). No hay tratamiento 
para curar la fiebre amarilla disponible, solo tratamientos paliativos. Estudios 
demuestran que anualmente hay 130000 casos por este virus y llegando a ser letales 
44000 de estos casos, aunque una vacuna eficaz está disponible para la prevención de 
la infección por el VFA, anualmente, más de 5.000 casos mortales se registran en todo 
el mundo (OMS, 2015). En el Peru, entre el periodo del 2011 hasta el 2015 la letalidad 
promedio fue de 46,3% (MINSA, 2015). Entre el 2015 y 2016 se aprobó el uso de la 
vacuna tetravalente viva atenuada Dengvaxia contra el virus del dengue de Sanofi 
Pasteur en pobladores de zonas endémicas (OMS, 2016). El desarrollo de otras 
vacunas han reducido la carga de la salud global de varias infecciones por flavivirus. 
Alrededor de 500 millones de dosis de vacunas se han suministrado para la prevención 
de VFA, vacuna desarrollada en 1937 (Lazear y Diamond, 2016). 
 
 El Virus de la fiebre del dengue, de los cuales hay cuatro serotipos que no causan una 
respuesta serológica mutuamente protectora, es frecuente en todo el mundo en las 
áreas tropicales y subtropicales. No existe una terapia antiviral específica disponible 
para el tratamiento de las infecciones por Flavivirus. El tratamiento sintomático y 
cuidados médicos intensivos son esenciales para mejorar las posibilidades de 
supervivencia en pacientes con enfermedad severa. El diagnóstico precoz de la 
infección antes de la aparición de enfermedades graves, junto con un inicio temprano 
del tratamiento sintomático, favorece las tasas de supervivencia (Leyssen et al, 2003). 
 
 
 
 
14 
 
 
Durante una epidemia grave de virus de dengue en la isla de Cuba en 1981, el 
interferón alfa se administra a niños y adultos con dengue. Aunque se describió mejora 
de la enfermedad, no ha habido otros informes de la utilización de interferón alfa en 
pacientes con infección por virus de la fiebre del dengue. Dos pacientes, de un grupo 
de cuatro, con severa encefalitis japonesa, presentaron signos clínicos mejorados y se 
recuperaron de la infección después del tratamiento con interferón alfa. Los dos 
pacientes que no recibieron tratamiento con interferón alfa murieron (Harinasuta et al, 
1985) 
 
 
 
 
2.3.6. Ribavirina 
Varios posibles mecanismos han sido reportados acerca del poder de la actividad 
antiviral de la  ribavirina. El derivado 5'-monofosfato de ribavirina es un potente 
inhibidor de la IMP deshidrogenasa, lo que conduce a la disminución de grupos de GTP 
intracelulares y como consecuencia la reducción de la replicación viral. Aunque IMP 
deshidrogenasa es una enzima celular, puede contemplarse como una diana adecuada 
para la intervención antiviral debido a la mayor necesidad de ADN y la construcción de 
bloques de ARN en las células infectadas por virus. La ribavirina (como es derivado de 
5'-monofosfato) es un inhibidor bien conocido de esta enzima; ha sido aprobado para el 
tratamiento de infecciones por el virus sincitial respiratorio e infecciones por Virus 
Hepatitis C. 5-etinil-1- β-D-ribofuranosylimidazole-4-carboxamide (EICAR), como su 
forma monofosfato, ha demostrado ser un inhibidor más potente de la IMP 
deshidrogenasa de ribavirina y esto se correlaciona con una actividad antiviral más 
potente (Leyssen et al, 2003 ;Takhampunya et al, 2006; Van Aerschot et al, 2003). 
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2.3.7. Líneas celulares  
Uno de los linajes de líneas celulares de mamíferos con más frecuencia empleadas 
para estos fines es el linaje de células Vero, que se estableció a partir del tejido de 
riñón de Mono verde africano. Las células Vero se encontraron ser altamente 
susceptibles a diversos tipos de virus, incluyendo el virus de simio de polioma, virus del 
sarampión, virus de la rubéola, arbovirus, y adenovirus. Más tarde se encontró que 
eran también susceptibles a las toxinas bacterianas, incluyendo la toxina de la difteria.  
El rango de aplicación de células Vero se extiende desde la virología en laboratorios 
académicos a las prácticas de diagnóstico en los hospitales y los ensayos de toxinas 
bacterianas. Por lo tanto, el linaje de células Vero se ha utilizado con éxito como un 
sustrato celular para vacunas humanas. Estas células siguen siendo el  primer modelo 
de células elección de varios tipos de patógenos emergentes peligrosos para vida, tales 
como el virus de la gripe H5N1, el virus de la fiebre hemorrágica de Ébola, y síndrome 
respiratorio oriente medio (MERS) sustratos coronavirus. En uso de animal, para la 
fabricación de vacunas, desplazando el uso de animales y huevos, porque los 
materiales de origen animal tienen varias preocupaciones relacionadas con el control 
de calidad, suministro estable, y la ética animal (Osada et al, 2014). Las células de 
mono verde africano variante Vero E6, células de riñón de cría de hámster (BHK), 
células de riñón de mono no malignas (LLCMK), las células Madin-Darby de riñón 
canino (MDCK), células epiteliales de adenocarcinoma de pulmón humano (A549), y 
células de rabdomiosarcoma embrionario humano (RD), Aedes albopictus C6/36 han 
sido muy empleadas en estudios para aislamiento de arbovirus  (Cook et al, 2009; 
Huhtamo et al, 2009; Junglen et al, 2009; Van Aerschot et al, 2003). 
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2.3.8 Caracterización de virus 
La caracterización de virus se inicia con el aislamiento viral infectando líneas celulares. 
Luego de observar el efecto citopatico se  procede a realizar una prueba inmunológica 
(ELISA, inmunofluorescencia, neutralización) para enfrentar anticuerpos frente a 
antígenos virales los cuales mostraran una primera identificación agrupando el virus 
dentro de una familia (Chowdhary et al, 2012). 
Para la identificación y caracterización genética, se emplearan una reacción en cadena 
de la polimerasa para luego analizar secuencias de nucleótidos y compararlos 
mediante herramientas bioinformáticas y el GenBank (Hoshino et al, 2006; Huhtamo et 
al, 2009; Junglen et al, 2009). 
 
2.3.9. Género Culex 
El Culex es un género de mosquitos hematófagos, su subgénero Culex melanoconion 
son los principales vectores complejos enzoóticos del virus de la encefalitis equina 
venezolana en EEUU. Este subgénero también ha sido implicado como vectores 
potenciales del virus del Nilo occidental, virus de la encefalitis equina del este. Este 
subgénero es difícil de identificar en la morfología externa adulta pero esto se agrava al 
momento de la captura por que muchas veces se daña el cuerpo pero la cabeza 
permanece intacta lo que ayuda a su identificación (Williams y Savage, 2009).  
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2.3.10 Efecto citopático  
Es la alteración o daño que produce el virus en la célula hospedadora, el daño depende 
del tipo de virus, lugar de multiplicación, carga infectante (número de virus que infectan 
una célula) y el número de células infectadas (Hunt, 2015). Al infectar virus en cultivos 
celulares, la infección puede ser desde inaparente hasta presentar un efecto citopático, 
el cual se muestra con aumento de refractibilidad de las células, arredondamiento, 
formación de conglomerados o sincicios los cuales son los efectos citopáticos más 
característicos de los Flavivirus (Disla, 1996). 
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III  METODOLOGÍA 
3.1. Tipo y Diseño de Investigación  
El estudio fue observacional descriptivo.  
 
3.2. Población de estudio, tamaño de muestra y selección de muestra 
 
3.2.1 Colecta de mosquitos 
Los mosquitos fueron colectados entre marzo de 2008 y mayo de 2010,  en trampas de 
CO2 de luz del Center for Diseases Control and Prevention (CDC)  ubicados en áreas 
peri-domésticos. Configuración de tres noches consecutivas cada mes por lo menos en 
dos regiones distintas de Iquitos, como San Juan y Bellavista Nanay (Anexo 1). Los 
mosquitos fueron colectados y se almacenaron a – 80° C manteniendo la cadena de 
frio y   bajo los permisos 415-2009-AG-DGFFS-DGEFFS y 1552-2010-AG-DGFFS-
DGEFFS de la Dirección General Forestal y de Fauna Silvestre del Ministerio de 
Agricultura, Perú. Los mosquitos pertenecientes a la especie Culex (Melanoconion) 
ocossa fueron agrupados (15 unidades en un vial) y homogeneizaron, posteriormente 
se inocularon 200 µl del sobrenadante en las líneas celulares vero 76 y C6/36, según 
indicamos en el aislamiento del virus. 
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3.3. Análisis e interpretación de la información  
 
3.3.1. El aislamiento del virus y ensayos de inmunofluorescencia 
Un grupo de mosquitos se homogeneizaron durante 2 min a 30 ciclos en 1 ml de medio 
mínimo esencial de Eagle con sales de Earles (E-MEM) comercial de la marca Quiality 
Biological™ con aminócidos esenciales ḿs rojo de fenol como indicador, mas 100 
unidades / ml de penicilina, 100 mg / ml de estreptomicina, piruvato de sodio 1 mM, y 
2% (volumen / volumen) de suero fetal bovino. El  homogenizador de tejidos (modelo 
MM 300; Qiagen), fue utilizado con una perla de tungsteno de 3 mm por grupo de 
mosquitos. 
 
El sobrenadante se inoculó 200 μL en células C6 / 36 Aedes albopictus y Vero-76 
células de mono verde africano y se incubó a 33 ° C (células C6 / 36) y 37 ° C (células 
Vero-76). Las células inoculadas fueron revisadas diariamente para detectar signos de 
un efecto citopático tipo sincitial. Después de 10 días, las células se recogieron, se 
reconstituyeron con PBS, se montaron  sobre portaobjetos, y se emplearon como 
antígeno viral para el ensayo de (IFI). Brevemente, se realizó la prueba utilizando 
anticuerpos policlonales dirigidos contra antígenos de los siguientes virus transmitidos 
por artrópodos: virus Dengue-1 (VDEN-1), virus Fiebre Amarilla (VFA), el virus de la 
encefalitis equina venezolana, virus Oropouche, virus Mayaro, virus Caraparu, virus de 
la encefalitis de San Luis y virus de la encefalitis equina del este.  
Debido a la reacción inmunológica cruzada a menudo observado por miembros de la 
familia de los Flavivirus, los resultados positivos de detección IFI utilizando anticuerpos 
policlonales flavivirus fueron seguidas por pruebas más específicas utilizando VFA, 
VDEN-1, VDEN-2, VDEN-3 y VDEN-4 anticuerpos monoclonales (Forshey et al., 2010). 
Los anticuerpos se incubaron por durante 1 hora a 37 ° C y se lavaron dos veces en 
PBS antes de la incubación con fluoresceína apropiada de anticuerpos secundarios 
marcado con isotiocianato (de cabra anti-IgG de ratón, Sigma) durante 1 h a 37 ° C. 
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Después de la incubación con los anticuerpos secundarios, los portaobjetos se lavaron 
como se ha descrito anteriormente, y las células se examinaron para la presencia de 
antígeno mediante el uso de un microscopio de fluorescencia (Caceda y Kotchel, 2007; 
Huhtamo et al., 2009). 
 
3.3.2. Rango de hospedero in vitro 
Para elucidar el rango de hospederos se empleó células de mono verde africano (Vero-
76, Vero-E6), células de riñón de cría de hámster (BHK), células no malignas de riñón 
de mono (LLCMK), células de riñón canino Madin-Darby (MDCK), células epiteliales de 
adenocarcinoma de pulmón humano (A549), y células de rabdomiosarcoma 
embrionario humano (RD) se inocularon 200 μL con sobrenadante de cultivo celular de 
las células infectadas por virus C6 / 36. Se observaron diariamente las células 
inoculadas para detectar signos de EC. Los sobrenadantes de los cultivos celulares se 
pasaron dos veces en células frescas, y el sobrenadante del segundo pasaje se utilizó 
para la prueba de IFI y reacción de cadena de la polimerasa - transcriptasa reversa 
(RT-PCR) usando cebadores FU1 y cFD2 (Kuno et al., 1998). 
3.3.3. Amplificación de secuencias 
Se extrajo ARN de 140ul de sobrenadante de cultivo celular utilizando el kit QIAmp 
Viral RNA Extraction Kit (Qiagen, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Para el análisis de la región del gen NS5, se realizó amplificación por RT-PCR usando 
cebadores específicos para la región NS5 FU1 flavivirus (correspondientes a los pares 
de bases 8993-9018 de YF17D) y cFD3 (10.056 a 10.077 pb de YF17D; (Kuno et al, 
1998)). Para amplificar la región del gen E, cebadores degenerados fueron adaptadas 
de UNIFOR, cebadores descritos anteriormente (pb 1274-1299 de YF17D) y UniRev 
(pb 2324-2346 de YF17D; (Gaunt y Gould, 2005)):  adelante    (5'-
TGGGGNAATGGMTGYGGNYTNTTYGG- 3 '); reverso (5'-
CCNCCHAYDGADCCRAAGTCCCA-3 '). Reacciones de RT-PCR se realizaron con 1,5 
mM MgCl2, 1 cebadores Um, 0,2 mM de dNTPs, 5 U de transcriptasa inversa AMV y 
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2,5 U de Taq polimerasa. Productos de RT-PCR se purificaron por columnas giratorias 
Centri-sep (Invitrogen) y secuenciados directamente utilizando el kit de secuenciación 
Big Dye y analizado en 3100 Avant-Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Las 
secuencias fueron depositados en GenBank con los números de JX627334 (gen E 
parcial) y JX627335 (gen NS5 parcial). 
 
3.3.4. Análisis filogenético 
Regiones parciales de los genes NS5 y E se compararon con secuencias obtenidas de 
otros miembros del género Flavivirus disponible en GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore; Tabla 1). Muchas de estas secuencias obtenidas en el 
Gen Bank incluyen los transmitidos por garrapatas, mosquitos, específicos de insectos 
y los que no presentan vector conocido. Debido a la alta divergencia entre los 
miembros del género Flavivirus y la ambigüedad resultante en las alineaciones, se 
tomaron múltiples enfoques para alinear las secuencias de Flavivirus y reconstruir los 
árboles filogenéticos. Tanto ClustalW (Thompson et al, 1994) y del MUSCLE (Edgar, 
2004) se utilizaron para alinear las secuencias de nucleótidos y aminoácidos en 
MEGA5.05 (Tamura et al, 2011). Además, para evitar artefactos de secuencias muy 
divergentes, se utilizó Gblocks (Talavera y Castresana, 2007) para eliminar las 
regiones con alto amino ácido alineación indeterminadas. Los análisis genéticos se 
llevaron a cabo utilizando los resultados de ambos algoritmos de alineación, así como 
las alineaciones truncadas de Gblocks. 
Nucleótidos y aminoácidos no corregidos p-distancias se calcularon a partir de las 
comparaciones por pares en MEGA 5. Árboles filogenéticos se construyen a partir de 
alineamientos de nucleótidos utilizando máxima verosimilitud y métodos Bayesianos 
utilizando un modelo general de tiempo más gamma distribuido tasas reversibles en 
todos los sitios, además de un parámetro de tasa invariable. Del mismo modo, los 
árboles filogenéticos se construyen a partir de secuencias de aminoácidos alineados 
bajo la matriz de sustitución de aminoácidos. Análisis Bayesiano se realizaron en 
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MrBayes 3.2, con una frecuencia de muestreo en cada 100 generaciones con un 
agrupamiento del 25% de las muestras. Cadenas de Markov (proceso estocástico 
discreto en el que la probabilidad de que ocurra un evento depende solamente del 
evento inmediatamente anterior) se llevaron a cabo hasta que la desviación estándar 
de las frecuencias divididas estaba por debajo de 0,01, durante un mínimo de 
1.000.000 generaciones. La convergencia se evaluó sobre la base de muestras 
efectivas tamaños mayores a 200. Análisis de máxima verosimilitud análisis se 
realizaron utilizando PhyML disponible en la siguiente página de internet 
http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/ (Guindon et al, 2005, 2010), con 100 de réplicas 
arranque para evaluar la confianza en los nodos. Además, se utilizaron máxima 
parsimonia (MP) los métodos de vecino a participar (NJ) y para la construcción del 
árbol a base de ácido nucleótidos y aminoácidos, realizado en MEGA 5.05. Para la 
reconstrucción del árbol NJ, se utilizó el algoritmo de Tamura-Nei. Para aproximaciones 
NJ y MP, la confianza en los nodos se evaluó mediante el procedimiento de arranque 
con 1000 re muestreo replica. 
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Cuadro A.- Secuencias obtenidas de algunos miembros del género Flavivirus con sus 
respectivos códigos de acceso disponibles en GenBank 
Virus Abreviación E gen NS5 gen 
Aedes flavivirus AeFV NC_012932 NC_012932 
Alkhurma virus AHFV NC_004355 NC_004355 
Apoi virus APOIV NC_003676 NC_003676 
Bagaza virus BAGV AY632545 AY632545 
Banzi virus BANV DQ859056 DQ859056 
Bouboui virus BOUV DQ859057 DQ859057 
Bussuquara virus BSQV NC_009026 NC_009026 
Cell fusing agent virus CFAV NC_001564 NC_001564 
Cacipacore virus CPCV 
 
AF013367 
Culex flavivirus CxFV NC_008604 NC_008604 
Dengue virus type 1 DENV-1 EU081278 EU081278 
Dengue virus type 2 DENV-2 M20558 M20558 
Dengue virus type 3 DENV-3 AY099337 AY099337 
Dengue virus type 4 DENV-4 GU289913 GU289913 
Edge Hill virus EHV DQ859060 DQ859060 
Entebbe bat virus ENTV NC_008718 NC_008718 
Gadgets Gully virus GGYV DQ235145 DQ235145 
Ilheus virus ILHV NC_009028 NC_009028 
Japanese encephalitis virus JEV NC_001437 NC_001437 
Kadam virus KADV DQ235146 DQ235146 
Kedougou virus KEDV NC_012533 NC_012533 
Kyasanur forest disease virus KFDV AY323490 AY323490 
Kokobera virus KOKV NC_009029 NC_009029 
Kamiti River virus KRV NC_005064 NC_005064 
Kunjin virus KUNV AY274505 AY274505 
Lammi virus LAMV FJ606789 FJ606789 
Langat virus LGTV NC_003690 NC_003690 
Louping ill virus LIV NC_001809 NC_001809 
Montana myotis leukoencephalitis 
virus MMLV NC_004119 NC_004119 
Modoc virus MODV NC_003635 NC_003635 
Murray Valley encephalitis virus MVEV NC_000943 NC_000943 
Nakiwogo virus NAKV GQ165809 GQ165809 
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Naranjal virus NJLV 
 
AF013390 
Nounane virus NOUV EU159426 EU159426 
Powassan virus POWV NC_003687 NC_003687 
Quang Binh virus QBV NC_012671 NC_012671 
Rio Bravo virus RBV NC_003675 NC_003675 
Rocio virus ROCV AY632542 AY632542 
Sepik virus SEPV NC_008719 NC_008719 
St Louis encephalitis virus SLEV NC_007580 NC_007580 
Spondweni virus SPOV DQ859064 DQ859064 
Tick-borne encephalitis virus TBEV NC_001672 NC_001672 
Usutu virus USUV NC_006551 NC_006551 
West Nile virus WNV NC_001563 NC_001563 
Yellow fever virus YFV NC_002031 NC_002031 
Yokose virus YOKV NC_005039 NC_005039 
Zika virus ZIKV EU545988 EU545988 
Fuente: National Center for Biotechnology information (NCBI, 2015) 
 
 
25 
 
 
IV  RESULTADOS Y DISCUSIÓN   
 
4.1. Resultados 
4.1.1.  Cultivo 
 Un grupo de mosquitos hembras de Culex (Melanoconion) ocossa (n=12) fueron 
capturadas en Julio 2009 del vecindario de Bellavista-Nanay. Este grupo 
reaccionó a los anticuerpos policlonales de DENV, YFV, y SLEV del cultivo 
celular C6/36 para la prueba de IFI;  no se observó ninguna reacción utilizando 
anticuerpos monoclonales de fiebre amarilla y de dengue específicos del 
serotipos 1, 2, 3 y 4. 
 Los intentos para hacer crecer el virus en células mamíferas incluyendo Vero 76, 
Vero E6, BHK, LLCMK, MDCK no tuvieron éxito debido a que no se observó EC 
y todos los cultivos fueron negativos mediante IFI y negativo al ARN RT-PCR 
Viral extraídos del cultivo C6/36 mediante transcripción reversa y amplificado 
utilizando regiones de cebadores ENV y NS5. 
 
4.1.2.  Amplificación de secuencias 
 Se generó dos productos cDNA, abarcando 597 nucleótidos de la región ENV y 
1,032 nucleótidos de la región NS5 abarcando los pares de bases 43 – 1329 y 
1678—3007, respectivamente, de la secuencia completa del virus de fiebre 
amarilla 17D. 
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Genes empleados para el estudio 
 
Figura 3.- Gen E Parcial 
 
DILDIRPENMVHKVTVEIHASHPYNHTSVEKKRVKTLSELEFTRRAADVVADLGDYGTL
GVTCRPTDMLDIENSYILSLKGKMWLINKQWARDLPLPWATANSVWNAKEKLAHFGE
AHAVTQALDSLGSQEGVLLHALAGTQQIAQGRGGDAHIPSGHLTCRLKLEGLKVVGMT
YATCEGTFTFEKIPTDTGHGTVVMEVASHDSVMPCRVVASFVDPDGKSLGGRMITTNP
ILQSTTKTAVIEMEPPFGASHVALGPKMVTRYAWYRKGSSIGNALSLTLKGAQRMAIIG
T 
 
Figura 4.- Gen NS5 Parcial  
 
 
 
KPTEFGQAKGSRAIWYMWLGARFLEFEAFGFINEDHWLSRENSGAGVEGLGLQKLGP
VLRDIARGSGGEIYADDTAAWDTHITNADIEDEGDIIAYMDPDHAKLATAVLEFTYKQKV
VRVMRPGPKGTTLMDVLSRRDQRGSGQNVTYGFNTKTNMVAQLVRCLEAEGVISQE
DIKWLSAETEKAIVEWLDRHGWERLRKMAISGDDCVVRAVDSRFASALHHLNEMSKV
RKDIGEWEPSRGWTDWEKVPFCSHHFHELALKDGRKIIMPCRSQDELIGRARVSPGA
GWTLKETATLSKAYAQMWLLMYPHRRDLRLMANAICSAVPVNWVPTGRTTWSLHGK
GE 
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4.1.3.  Análisis filogenético 
 
 El análisis filogenético de las secuencias virales de la región NS5 del nuevo 
Flavivirus, resultaron agrupados significativamente con el virus Kedougou, 
formando un nuevo subclado (Cuadro B) 
 
 El análisis filogenético de las secuencias virales de la región ENV se agrupó con 
otras cepas que pertenecen a las especies de Flavivirus que infectan solo 
mosquitos, pero formaron un sub-grupo independientemente de los otros 
subclados, grupos Aedes y Culex (Cuadro C) 
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Arboles filogenéticos  
 
 
Máxima verosimilitud árboles filogenéticos de los miembros del género Flavivirus, 
basados en NS5 parcial (Cuadro B) y envoltura E (Cuadro C) de secuencias de 
aminoácidos. Los árboles están arraigados a un punto medio, y se pueden observar  
los valores de arranque superior a 70. Las barras de escala indican el número de 
sustituciones por sitio. Virus con vector ¨no conocidos¨ están en cursiva, mientras 
NANV aparecerá en negrita y subrayado.  Las alineaciones de las secuencias fueron 
generadas por el algoritmo Clustal W. Se utilizó el método neighbor-joining para el 
análisis a nivel de nucleótidos. Para establecer los niveles de confianza en los nodos se 
emplearon el programa Mega 5.0.5, evaluados por bootstrap 1000 repeticiones y con 
de escala de divergencia genética al 5% 
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4.2.  Discusión 
 
El presente estudio reporta la identificación y caracterización de un nuevo Flavivirus 
aislado de mosquitos Culex (Melanoconion) ocossa de Iquitos, Perú. Aunque hubo 
cierta incertidumbre con la clasificación filogenética de NANV en relación con otros 
Flavivirus recientemente identificados (NOUV), en general, es claro que NANV se 
relaciona más estrechamente a Flavivirus transmitidos por mosquitos, sin embargo, 
distintos del YFV / ENTV, trasmitidos por Culex y Aedes que están dentro del grupo de 
los Flavivirus.  
Teniendo en cuenta la alta divergencia de secuencia y las diferentes topologías 
observadas para las diferentes regiones de genes (Billoir et al., 2000; Cook y Holmes, 
2006), la ambigüedad observada en los patrones de ramificación no es sorprendente. 
Sin embargo, al ingresar a NANV en la filogenia con respecto a virus de fiebre amarilla 
(VFA) / virus de murciélago Entebbe (ENTV) y los otros grupos de Flavivirus 
transmitidas por mosquitos, dio un resultado ambiguo a todos los diferentes modelo 
ensayados.  
Kuno et al. (1998) propuso criterios para la demarcación de una especie, definiendo a 
especies como una clase de virus con mayor de 84% de identidad a nivel de 
secuencias de nucleótidos. Como NANV tiene menos de 67% de identidad a nivel de 
nucleótidos y menos de 71% de identidad a nivel de aminoácidos en comparación con 
otros Flavivirus en la región más conservada (gen NS5), NANV no resulto estar dentro 
de las especies de Flavivirus existentes y puede representar el primer miembro de una 
nueva especie dentro del género Flavivirus (Billoir et al., 2000; Kuno et al., 1998). 
A pesar de la clasificación de NANV dentro del grupo de los Flavivirus transmitidos por 
mosquitos, del cual todos han sido asociados con infecciones de mamíferos y otros 
vertebrados (Kuno; 2007), no detectamos replicación de NANV en células de 
mamíferos. Otros dos Flavivirus se han identificado, compartiendo una asociación 
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genética similar con Flavivirus transmitidas por mosquitos y con restricción de replicar 
en células de mamífero: NOUV aisladas de Uranotaenia mashonaensis en Costa de 
Marfil (Junglen et al., 2009), y LAMV aislado  de Aedes cinereus en Finlandia (Huhtamo 
et al., 2009). 
Previamente, los Flavivirus que solo se replican en células de insecto, incluyendo KRV, 
CxFV y VFA (Blitvich et al., 2009; Cook et al., 2006, 2009, 2012; Hoshino et al., 2007), 
fueron confinados para un solo grupo genético, aunque NANV, NOUV y LAMV son 
genéticamente distintos a los Flavivirus que solo replican en mosquitos. En el presente 
estudio, NANV y NOUV resultaron ser taxones hermanos, formando un clado separado 
de otros Flavivirus transmitidos por mosquitos. Además, en contraste con reportes 
previos, NOUV (y por lo tanto NANV) no discrimaron con LAMV (Huhtamo et al., 2009). 
Una limitación de nuestro estudio fue la ausencia de datos completos del marco abierto 
de lectura (ORF) de NANV, lo cual podría causar discrepancias (Billior et al., 2000). 
Alternativamente, la discrepancia podría ser debido al uso de un algoritmo genético 
diferente (Kimura de 2 parámetros), que puede ser demasiado simplista para los datos 
muy divergentes (Bos y Posada, 2005). El análisis preliminar de maximum-likelihood 
(ML) y neighbor joining (NJ) del ORF (excluyendo a NANV) sugirió que los enfoques 
más complejos (como ML y modelos de parámetros enriquecidos) no apoyaban un 
patrón monofiletico para LAMV y NOUV (datos no mostrados). 
Como NANV no replico en células mamíferas, no está claro si su persistencia implica 
un reservorio en vertebrado o se limita a la transmisión vertical en los mosquitos 
(Bolling et al., 2011). Los Flavivirus transmitidos por garrapatas y mosquitos que están 
asociados con infecciones de vertebrados se replican fácilmente en cultivo de células 
de mamíferos, mientras que los Flavivirus específicos de insectos no replican (Kuno, 
2007), lo que sugiere que la ausencia de NANV en las células de mamíferos reflejan 
una incapacidad para infectar vertebrados en la naturaleza. Sin embargo, los cultivos 
celulares no pueden ser un representativo perfecto para la infección in vivo, la 
replicación puede haber sido restringida por la elevada temperatura del cultivo de 
células de mamífero, o puede haber una gama estrecha de huéspedes vertebrados que 
31 
 
no se reflejan en nuestra selección de nuestras líneas celulares seleccionadas de 
mamíferos. Por lo tanto, no podemos descartar la posibilidad de infecciones de los 
vertebrados, incluidos los humanos. Además, aves, reptiles y anfibios deben explorarse 
como posibles hospederos. Para NANV, sin duda hay potencial para la exposición 
humana, como los mosquitos Culex quedaron atrapados en el patio trasero de una 
casa en una zona urbana de Iquitos. 
Debido a la co-circulacion de multiples Flavivirus en y cerca de Iquitos, incluyendo 
SLEV, ILHV, VFA y los cuatro serotipos de DENV (Forshey et al, 2010; Morrison et al, 
2010; Turell et al, 2005), la infección humana con NANV podría ser difíciles de 
distinguir, debido a que los Flavivirus presentan una amplia reactividad cruzada 
serológica (Kuno, 2003). 
La reacción cruzada con policlonales de DENV, YFV y SLEV fue evidenciada por IFI y 
el análisis del dominio III del producto del gen E indica motivos de aminoácidos 
conservados, incluyendo el TXHGT y motivos conservados PPXGXS a través de los 
Flavivirus transmitidas por mosquitos. Debido a que no amplico el gen E, no hemos 
podido comparar los epítopes de la reacción cruzada en dominios I y II. 
La prevalencia de los Flavivirus específicos de insectos en Culex (Culex) spp. ha 
llevado a sugerir unas posibles interacciones intra-vector entre los Flavivirus. Infección 
por CxFV potencialmente podría excluir la infección del WNV (Bolling et al., 2012), 
aunque esta hipótesis es cuestionada por la existencia de co-infecciones en los 
mosquitos colectados en el campo (Newman et al., 2011) y el aumento de la replicación 
del virus del Nilo Occidental durante la co-inoculación con CxFV en otros sistemas 
(Kent et al., 2010). A diferencia de Culex (Cul.) Spp., Culex (Mel.) Spp. no están a 
menudo incriminado como vectores de Flavivirus, a excepción de aislamientos de 
BSQV (Srihongse y Johnson, 1971) y el virus de Naranjal (Calisher et al., 1983). Los 
Culex (Mel.) Spp. han demostrado ser vectores para otros patógenos virales en Perú, 
incluyendo alfavirus [por ejemplo, Virus encefalitis equina venezolana (VEEV)] y 
Orthobunyavirus (por ejemplo, Grupo C y Guama Group) y fueron la fuente del 85% de 
los aislamientos de virus en un estudio (Turell et al., 2005). 
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Por lo tanto,  es poco probable que la circulación de NANV  tenga un impacto en los 
Flavivirus heterólogos en la región, y, si bien existe la posibilidad de interacciones con 
otros arbovirus, no está claro si habría algún efecto en su dinámica de transmisión. 
 
En conclusión, nuestros datos demuestran la circulación de un nuevo Flavivirus en la 
cuenca amazónica de Perú. Junto con NOUV y LAMV, NANV representa un nuevo 
fenotipo entre los Flavivirus: clasificación filogenética con Flavivirus patógenos 
transmitidos por mosquitos, pero con restricción de replicación en células de mamífero. 
El análisis comparativo con otros Flavivirus transmitidos por mosquitos podría ayudar 
en la identificación de los determinantes del rango de hospederos virales y mecanismos 
de la evolución y aparición de Flavivirus médicamente importantes. 
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V  CONCLUSIONES 
 
Según las pruebas realizadas y sus resultados obtenidos, podemos concluir: 
 
1. La clasificación molecular mediante el  análisis filogenético de las proteínas ENV 
y NS5, mostraron que el virus forma un grupo distinto dentro del clado de los 
Flavivirus transmitidos por mosquitos.  
2. El comportamiento morfológico no se evidenció mediante el efecto citopático en 
líneas celulares mamíferas.  
3. El virus creció exitosamente sólo en células de insectos (C6/36) lo cual puede 
indicar que este virus aparentemente sólo  infectaría especies de mosquitos. 
4. La identificación de este virus se realizó en células de mosquitos, no se detectó 
en células de origen mamíferas. 
5. Por los análisis realizados, el virus aislado fue detectado en el mosquito Culex 
(Melanoconion) ocossa y se trataría del primer reporte de un nuevo Flavivirus en 
este vector. 
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VI  RECOMENDACIONES 
 
 Se recomienda investigaciones serológicas,  en la zona y las zonas vecinas al 
lugar donde se detectó el vector y estimar la seroprevalencia.  
 Se recomienda realizar estudios de seroprevalencia retrospectivos a fin de 
estimar una posible evidencia del virus. 
 Será necesario estudios serológicos para determinar si el Virus Nanay puede 
infectar humanos o animales.   
 Se recomienda encaminar estudios de los parámetros ecológicos de las 
poblaciones de mosquitos selváticos, que permitirán establecer el riesgo de 
trasmisión de estas enfermedades y aportar recomendaciones a las autoridades 
de salud, sobre prevención, vigilancia y posible control de vectores en la zona. 
Por consiguiente, se recomienda ejercer una vigilancia entomológica 
permanente para mitigar futuros brotes. 
 Se recomienda que en un futuro estudio se incluya otras secuencias de los 
genes de las proteínas no estructurales para una clasificación final del virus. 
 Proponemos que este nuevo virus genéticamente distinto sea llamado virus 
Nanay por la zona de Iquitos, Perú, donde se encontró por primera vez.   
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VIII. ANEXOS  
 
Anexo 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.-  Mapa de la ciudad de Iquitos. El punto rojo (norte) indica la zona de 
Bellavista – Nanay y el punto rojo (sur) indica la zona de San Juan Bautista.  El 
muestreo se realizó en zona urbana de Iquitos. 
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Anexo 2 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.- Se puede observar los frascos de los cultivos celulares.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.- Microscopio invertido empleado para observar el efecto citopatico 
diariamente. 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.-  Monocapa de Línea celular vero-76 
